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　　　　　　　Ｉ．　緒　　　　言
　織物に発生する黒色汚点俗称“あまぐら”が微
生物の発生に起因するものであること，及びその
微生物Monlliales Dematium Hormodendrum
sp.の生物学的及び生理学的特徴の一部について
は既に報告したが，更にこの微生物が織物に対し
て如何なる影響を及ぼすかを究明しようとした．
　微生物が織物に発生した場合色素による汚点を
生ずる一方織糾の強度劣化が見られる．一般に高
分子材料が微生物により劣化を起す原因としては
微生物の生産する有機酸その他の生産物が繊維に
影響すると共に微生物自身が高分子物質及びその
付着物を分解して自らの栄養源として利用する事
等が考えられる．この場合生産物として種々の酵
素の生成が行われるであろうことは当然考えられ
るところで特に糸状菌は付着した有機物に対して
Amylase, Protease, Lipase等の酵素を分泌
し，その複部な作用により有機物を分解する事は
既に知られている．以下の実験はあまぐら菌が繊
維に与える影響を知るために蛋白，澱粉及び脂肪
分解酵素について酵素力を測定し他の糸状菌との
比較によりその一端を知ろ･うとしたものである．
　なお対照として用いたのは織物に発生する最も
普通の糸状菌であるAspergillus oryzae Ｒ. Ｃ.
及びAspergillus niger であるが，いづれも京
都大学農学部より分譲されたものである。
　　　　　　ｎ．　実　験　方　法
　Ａ．菌の培養及び酵素の抽出
　　ａ．菌の培養
　ペトリ皿に小麦皺をとり同量の水を加えてよく
混和してから１時間蒸煮し，斜面培養した菌を３
白金耳量接種し胞子をなるべく均一に撒布させて
から30°Ｃで培養した．
　実験に供したのはいづれも接種後１週間前後を
経たもの，即ち肉眼的には菌の発育か概ね停止し
たと思われるもので，それより日数を越える時
は電気冷蔵庫中に保存した．対照として用いた
Aspergillus oryzae　その他もあまぐら菌と同一
日数を経過したものである．
　なおあまぐら菌は皺培地に接種後一昼夜では皺
の表面に僅かに暗緑色の菌体の発生が認められる
程度であり４～５日後には破の全面に亘って黒緑
色の菌苔が生じ，以後は次第に黒色を増すのに対
し, Aspergillus oryzae及びnigerでは一昼夜
で既に白色の菌糸がペトリ皿全面に広がり２日以
後には多数の胞子が発生していた．
　　ｂ．酵素の抽出
　菌の発育した各々のペトリ皿の内容を混合し乳
鉢中で摩砕後一定量秤取し, 1 96NaC＼ sol.ま
たは蒸溜水を加え湯浴中で一定時間抽出を行いグ
ラスフィルターで濾過した濾液を酵素液とした．
酵素液は実験の都度調製し実験期間中保存するに
は電気冷蔵庫を用いた.
　B. Proteaseの測定
　蛋白分解酵素の測定にはSφΓensenのformol
滴定法及びFolin試薬による光電比色法を採用し
た.
　　ａ . Formol 法
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　　　　　　　　　　　　一一-
　5 % Gelatin sol.５cc を基質としpH ６.0の　　反応を止め沸騰浴中に５分間浸漬して発色を最大
Macllvain緩衝液2. 5 ccと共に酵素液2｡５ｃｃを　　ならしめ，流水で冷却し水20ccを加えてから吸光
40°Ｃで３時間作用させた後，反応液5 cc に20％　　度を測定する．なおBlank test を加熱不活性化
フォルマリン2.5ccを加えてフォルマI･ﾘｙとアミ　　させた酵素液を用いて同様に行い各々の測定値か
ノ基を結合させ，遊離するカルボキシル基の増加　　ら差し引く．
･をフェノールフタレンを指示薬としてN/lONaOH
sol.で滴定する方法で，沸騰浴中で５分間加熱し
た酵素液を用いて同様に滴定したBlank test･の
値を差し引いたものがsample中のアミソ酸のカ
ルボキシル基の量に相当する．滴定に用いるN/10
NaOH sol. １cc はアミノ態窒素1. 4 meに当‘る.
　　b . Folin法
　緩衝液を用いて調製したCaseinの2 % sol.
１cc に酵素液１ cc を加えて35°Ｃで10分朋作用
ざせた２ cc の0.4M〔ＴＣＡ〕を添加して反応を
停止せしめ，未反応のCaseinの沈澱を濾過しそ
の濾液に0.４ Ｍ CaCO3 5ccと５倍稀釈のFolin
試薬１ cc を加え振盗混和してから35°Ｃで20分間
加温発色させて光電比色計にかけて吸光度を測定
し，煮沸不活性化した酵素液を用いたBlank test
の吸光度を各々の測定値から差し引いたものを実
際の呈色値とする．
　なお各々のpHの緩衝液の調製にはpH 2.8は
M/10乳酸, pH 5. 9～8.1はM/10燐酸, pH ９,3
～10.0ではM/10 m酸・塩化カリ・炭酸ソーダ
緩衝液を用いたがCaseinの等電点4.6付近では
溶解が行われず使用不能であった．ｐＨ測定には
島津製Model GU-1 型ガラス電極ｐＨメーターを
使用した．
　光電比色計は島津製DF-n型で厚さ10 mmの
cubett,波長660 mμのfilterを用い蒸溜水を標
準として吸光度を測定した.
　C. Amylaseの測定
　糖化Amylaseについては生成された迅元糖量
をsumner　の　Dinitrosalycyl酸による比色定
量，及びSomogyi変法による滴定によって求め
た．
　糊精化Amylase　の澱粉糊精化力の測定には
Wohlgemuth法を用いた.･j　　　　　＼
　　a . Dinitrosalycyl酸法
　pH 6. 9の燐酸緩衝液を用いた澱粉の1 96 sol.
１ cc に酵素液１ cc を加え40°Ｃでｉ時間反応させ
た後，10倍に稀釈してその2cむをとり3･5-Dini-
trosalycyl酸の１％アルカリ溶液２ｃｃを加えて
　予めGlucose　を用いて吸光度と濃度との関係
を求めた検量線を作製しておき遊離する糖量をグ
ラフからGlucoseのｍｇ数で読みとる．
　この場合一般にはMaltose　を用いて検量線を
とりMaltoseのｍｇ数で読む方法か行われるが
澱粉分子のGlucocide連鎖の末端から順にGlｕ･
cose単位に切っていくのが糸状菌の糖化酵繁に
共通な特徴であるところからGlucoseを用いた．
　なお種々のpHをもつ澱粉溶液の調製にはpH
3.4～5.0ではM/50酷酸. pH ５.6～7.8では
M/50燐酸緩衝液を用い測定には島津製Model
GU-I型ガラス電極ｐＨメーターを使用した．
　光電比色計は島津製Ｄ Ｆ･Ｈ型で厚さ20mmの
波長660 mμのfilterを用いた蒸溜水を標準とし
て吸光度を測定した.
　　b. Somogyi 変法
　pH 6. 9のM/50燐酸緩衝液を用いた１％澱粉
溶液に同容量の酵素液を加えて40°Ｃで１時間反
応させた後，ロッシェル塩，燐酸ソーダ，硫酸
銅，沃度酸カリの混液lOccに酵素反応液（5～10
mgの還元糖を含む）を加えて30ccとし加熱して
正確に３分間沸騰を持続し速かに冷却する．次に
クロム酸カリ，沃度カリ混液10 cc. 更に2NH2
Ｓ０４ sol. 10 cc を加えて振曼混和し，直ちに１
％澱粉溶液を指示薬として0.05Nチオ硫酸ソーダ
で滴定する.
　0.05Nチオ硫液ソーダ１ｃｃはGlucose １.44 mg
に相当する処から同一条件で蒸溜水で行った滴定
数との差に果して還元糖量を知る．なお　Blank
testとして加熱不活性化した酵素液を用いて同様
に行った値を各々の測定値から差し引く.
　　ｃ . Wohlgemuth 法
　ｌｃｃ中に0.5cc, 0.25cc, 0.12cc…と等比級数
的に濃度を低くした酵素液を９個作って氷水中に
冷却し，各々に１％澱粉液５ｃｃを加え，全部を同
時に40°Ｃの湯浴中に入れて１時間反応させ，再
び氷水中にとって酵素作用を停止.させ, 0.1 N沃
度液と一滴づつ加えて沃度反応を観察し，その青
色が認められなく紫色を呈する時の酵素液の量か
いわゆる”あまぐら”に関する研究　　　　（西村） ろ
ら１ｃｃの酵素液により分解される１％澱粉液のcc　　た後，フエノールフタレンを指示薬としてＮ/10
数を算出する.
　Ｄ. Lipase の測定
　脂肪酵素のエステル分解作用によって生ずる遊
離脂肪酸をWillstatteレアルカリ滴定法で測定し
たが水不溶性基質の場合安定で均一な乳化状態が
得難いので乳化安定剤としてPoly Vinyl Alcohol
　〔ＰＶＡ〕を使用した．
　即ち重合度2000の〔ＰＶＡ〕10gを水１Ｚに加え
て授件溶解し0. IN HCl 5cc と共に75～80°Ｃに
加熱して完全な溶液とし冷却濾過後Ｎ/１０ NaOH
sol.でpH ８.0に調整し，鹸化価186.5のオリー
ブ油を0. lM濃度になる様に加えblenderにかけ
て完全に乳化させたものを基質として用いた．
　基質lOccにpH ８.0のMacllvain緩衝液5cc
及び酵素液5 cc を加え37°Ｃの孵卵器中で時々振
温しながら反応を行わせ４時間後アルコールとア
セトンの同量混液30ccを加えて乳化状態を破壊し
　　　　　　　　　dis.water
40°C　lhr.
　　　　　　　　　1% NaCl
　　　　　　　　　dis. water
　7°C 20hrs.
｜
　　　　　　　　　1% NaCl
0.10
0.10
ＫＯＨアルコール溶液で滴定を行いBlank testと
して短時間煮沸不活性化した酵素液を用いて同様
に測定した値との差をとった．
　　　　　Ⅲ．結果及び考察
　Ａ．酵素の抽出
　あまぐら菌の酵素抽出方法については種々の条
件が考えられるので二，三の条件に関して蛋白及
び澱粉分解能力につき検討してみた. Proteaseに
ついてはFolin法. AmylaseについてはSaly-
ｃｙl酸法による比色定量の結果である．
　　｀ａ．抽出液及び温度
　菌の発育した皺培地に10倍量の蒸溜水及び1％
NaCl sol.を加えて抽出する場合40°Ｃの湯浴中
で１時間，15分毎に撹排しながら抽出したものと
冷蔵庫中（7°±2°Ｃ）に20時開静置したものとの
比較を行った.
　　　　　　　　Folin吸光度（ｍμ）4
　0.20　　　　　0.30　　　　　0.40
0.20 0.30
Fig. 1　　抽　出　液　及　び　温　度　の　影　響
これによると1 % NaCl sol.を用いた方が蒸溜
水の場合より抽出能力が大と認められ，また冷蔵
庫中に20時開放置するよりも40°Ｃで１時間行う
方が効果的と言える．
　　ｂ．抽出時間
　皺培地に10倍量の1 96 NaCl sol. を加え40°Ｃ
で抽出を行いProteaseとAmylaseについて抽
出時間による酵素液の基質分解能を測定した．
　その結果ProteaseとAmylaseは大体類似し
　　　.. 0.40
Glｕｃｏｓｅ（mg）４
た傾向を示し抽出時間が長いだけ多く抽出される
が４時間程度ではまだ平衡に達しないことがわか
った。
　　ｃ．懸　排
　抽出時の攬排は酵素の抽出に効果かおるか否か
を知るため皺に10倍量の1 % NaCl sol. を加え
40°Ｃで１時間，毎秒2～2.5回の速度で抽出フラ
スコを達続攬伴したものと同様の条件で，５時間
及び６時間静置したものにつきAmylaseの基質
４　条
１　時　間
５　時　間
６　時　間
１
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　件
一
反　仲
静　置
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１
Table 1
-
l　No.
???????????
　２　　　　３　　　　４
　　１１　　　　時　間　⇒
授，絆　に　よ　る　影　～
　　吸光度（ｍμ）
0.476
0.88
0.512
0.92
0.483
0.93
0.60
0.50
0.40
↑
（??）
?????
Glucose (mg)
0 085
0.518
0.125
0.550
0.095
0.574
0.433
0.435
0.479
した酵素液を用いたBlank test の値を示す．
分解能力によって比較したものがTable 1 であ
る．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●
　これによれば攬伴しながら１時間柑1出したもの
は静置して５～６時間経過した値に近く，連続攬
伴により短時間でもかなり効果のあるものと判断
された．
　以上の結果から以後の実験における抽出条件は
特別の場合を除いて皺培地に10倍量の1 % NaCl
sol.を加え，40°Ｃの湯浴中で時々攬伴しながら
３時間抽出後グラスフィルターで濾過しその濾液
を酵素原液とした.
　B. Protease
　Aspergillus oryzae, Aspergillus niger及び
あまぐら菌のProtease力をFormol法によって
測定し，酵素液2.5ccが作用条件下において分解
し得たアミノ態窒素の量で比較すればTable 2 の
通りである．
　これによればAspergillus oryzae は他に比べ
て非常に酵素力が強く他の二種の約７倍の力を示
しているが，この培養及び測定条件下ではあまぐ
ら菌はnigerよりや丿
　更に酵素作用は水素イオン濃度によって相異
し，最適ｐＨ以外ではその作用が漸次不活溌にな
るものである．そこであまぐら菌の最適ｐＨを知
いわゆる”あまぐら”に関する研究　　　　（西村）
　　　　Table ２　　Protease　の　比　叔
菌　　　　　　　種
Aspergillus　oryzae
nicer
Hormodendrum　ｓｐ･
N０.
???????????
滴　定　値　(cc)
1.030
2.787
0.770
0.998
0.796
1.044
sample Ｎ０.中の奇数はBlank test の値を示す．
るため各ｐＨにおける酵素作用をFolin呈色法で
比較してみた．あまぐら菌の各pHにおける活性
1.757
0.228
0.248
アミノ態窒素(mg)
2.460
0.347
0.349
５
度を光電比色計の吸光度で示したものがTable 3
であり, Fig. 3はそれを図示したものである．
Table 3　　Protease反応液の各ｐＨに於ける吸光度
pH N0. 吸　光　度（ｍμ） ﾚH N0. 吸　光　度（ｍμ）
2.8
5.9
6.6
7.4
①
２
③
４
⑤
６
⑦
８
0.130
　　　　> 0.005
0.135
0.135　　　　( 0.047
0.182
0.142
　　　　> 0.035
0.178
0.135　　　　1
0.064
0.200
　8.1
　9.3
10.0
⑤
10
⑨
12
⑩
14
0.151　　　t
0.046
0.197
0.128　　　[ 0.107
0.235
0.138　　　1
0.091
0.229
sample Ｎ０.中の奇数はBlank test の値を示す．
　これによるとpHの値によって酵素力にかなり
の影響のあることがわかる．あまぐら菌の最適
ｐＨはアルカリ側に傾く傾向かおり酵素作用の最
大はpH 9.0付近であるがその作用曲線には弱酸
性，中性及びアルカリ性の三つのピークが認めら
れ，あまぐら菌は三つのタイプの蛋白分解酵素の
複合したものと考えられる．
　先にFormol法でpH 6.0の緩衝液を用いて実
験を行ったが必ずしも最適の条件であったとはい
えない訳であり，あまぐら菌としての最高の活性
を示すpHｲ直における値を以て比較を行う必要か
ある．
Table　４　　Amylaseの
sample No.　中の奇数はBlank test の値を示す．
比　　較
６??????
??→? ）
赳
???0.06
0.04
0.02
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Fig.　３　　Protease　の　ｐＨ作　用　曲　線
　Ｃ: Amylase
　Salycyl酸法を用い，測定条件下において酵素
液0.１ cc が遊離するGlucose ｍをAspergillu･s
nigerとあまぐら菌膏比較すればTable 4 の通り
である．
　なおAspergillus niger とあまぐら菌の前述と
同一の酵素反応液についてSalycyl酸法とSomo-
ｇｙi変法による測定結果を比較したが，今酵素
液１ cc が遊離するGlucoseのmg･数で示せば
Table 5 の通りである.
　　　Table 5　糖化Amylase測定法の比較
10
　前記の表Ｒﾆよれば滴定法では多少すくなく出る
傾向があるがまづ同一の結果と見てよいと思う．
　これによると　nigerのAmylase力はあまぐ
ら菌のそれの約4.5倍の強さを示しているがこの
時の培養条件が各々にとって最適の状態であった
かどうかについては問題かあり，次に述べるpH
の影響もあろうが皺に培養した時nigerの方が発
育経過が早くペトリ皿全面に繁殖した事などから
みてやはりあまぐら菌のAmylase力はniger
に劣る事は勣かせないと思われる．
　次にあまぐら菌のAmylaseについて各種pH
における酵素作用を同じく比色法で測定した．即
ちAmylase反応液の吸光度及びそれを図示した
ものがTable 6 及びFig. 4である．
　これによるとおまぐら菌のAmylase作用曲線
はpH 4.5付近, 5.5ｲ寸近に小さな山をもつなだ
pH
-
３．４
3.7
4.2
4.4
5.06
5.6
N０.
???????????????????????
いわゆるc゛あまぐら”に関する研究　　　（西村）
Table ６　糖化Amylase反応液の各ｐＨにおける吸光度
吸　光　度（ｍμ）
0.816
1.23
0.800
1.24
0.724
1.23
0.774
1.34
0.790
1.40
0.814
1.43｀
t
0.414
0.440
0.535
0.5S6
0.610
0.690
sample No. 中の奇数はBlank testの値と示す
0.80
?→（??）??
米
沓
0.40
0.20
PH
-
５．９
6.45
6.95
7.32
7.8
Nｏ･　　｜　　吸　光　度（ｍμ）
???????????????????
〔〕.770　　　に
600
1.37 j
0.860　　　1
0.610
1.47
0.876 ？
　　　　0.414
1.29
s
0.878
　　　I 0.342
1.22
0.870　　　1
0.190
1.06
７
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　　　　　　　　　　　　　　Fig.　４　　AmylaseのｐＨ作　用　曲　線
らかなカーブを画き最適ｐＨを異にする数種の　　　更に澱粉を糊精ｲ,巳して沃度反応を消失させるい
Amylase　の複合作用と見られるが弱酸性におい　　わゆる糊精化Amylase　についても実験を行っ
て酵素作用が盛･であるといえる．　　　　　　　　　た．酵素液としては皺培地に３倍量の1 96 NaCl
　最前のnigerとの比較実験でpH 6.9を用いた　　sol.を加え40°Ｃで１時間攬排抽出後濾過七たも
のはやゝアルカリ側に傾きすぎたきらいがある．　のを酵素原液としWohlgemuth法により１ｃｃの
８ 高知大
酵素液により分解される１露澱粉溶液のｃｃ数を算
出1した結果は次の通りである.
　　　　Table 7　糊精化Amylaseの比較　／　（
Aspergillus niger
Hormodendrum sp.
???
　Table 7　によればあまぐら菌の糊精化力は
nigerのμでありSalycy!酸法による還元糖の測
定値と略々似かよった割合を示して･いる.
　D. Lipase　　　　　　　　　　　　　　　/
　皺培地に3.5倍量の蒸泗水を加え常法により拙
出した酵素液５ｃｃを用いた反応液の浦定位と同時
に行ったBlank test の値を差し引いた全滴定数
を示せば次の通りである.　　　　･‘
　　　　　Table ８　Lipaseの比較
　菌　　　　　　種
Aspergillus niger
Hormodendrum sp
No.
-
①
２
④
４
滴定値
3.740
3.942
2.380
2.600
?
(cc)
0.202
o; 220
　　sample No. 中の奇数はBlank test の値を示す.I
　その測定結果はいづれも脂肪分解能力は大差な
く強くないか一般にLipaseは菌苔生育後ある日
数を経てから生成される傾向かおり. Aspeirgillus
などの糸状菌の場合菌体脂肪の蓄積は培養の末期
に急激に高くなることが知られている．接種後１
週間前後の皺培地ではその点て最大活性を示して
いないという事も考えられる．
　以上の実験の結果あまぐら菌の蛋･白，澱粉，脂
訪分解酵衆力はAspergillus oryzae及びnige‘r
に比べて特に強大なということはないことがわか
った．この菌の酵素が繊維に与える影響を考える
場合一応この三つの酵素の上から見ればその影響
は少いものと思われるか，更にその代謝生産物に，
ついても研究を進めて行きたい．　　　　　　‥･
　　　　IV.要　　　十約，
織物に発生する黒色汚点゛あまぐｙめ原因で
究報告　第８巻　第31号
ある　Moniliales　Dematium　Hormodendrum
sp.を皺上に培養し約一週間後のサンプルにつき
1％ＮａＣｌsol. 及び蒸溜水で柑|出を行いProtease,
Amylase, Lipase　の活性につき実験しAsper-
ｇ川us oryzae 及び　nigerの活性と比較を行っ
た．
　　1. Protease
　SφΓensenのformol法及びFolin法で測定
　したがHormodendruni sｐ.はAspergillus
oryzaeの約垢の酵素力を示しnigerよりやゝ優る
程度である．最適ｐＨはアルカリ側に傾き最大活
性はpH 9.3付近である.
　　2. Amylase
　糖化Amylaseの測定にはDinitrosalycyl酸
法及びSomogyi変法によったがnigerのそれの
約2/9の活性を示し最適pHは弱酸性であった．
　糊精化AmylaseもWohlgemuth法によれば
nigerのそれのkiの活性炭を示した.
　　3. Lipase
　Willstatterのアルカリ滴定法によったか，
Aspergillus niger, Horn!odendruin sp. 両者
　　　ミに殆ど差がなく数値は小であった．
　以上あまぐら菌の蛋白，澱粉，脂肪分解酵素力
はAspergillus oryzae, 及びnigerに比べて特
に強大なということはないので繊維に対する影響
も少いであろうという事が推察される．
　終りに望み特に実験に関し御助言いただいた木
学部岡崎教官に対し深謝する．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary
　　.A　study of　what　is called　“Amagura”
Paper ｖ.　　０ｎthe Enzymic activity of Amagura fungi
　　　　　　Hisako NiSHIMURA and Setsu YOSHIKAWA
(Ｌａｈｏｒａtｏりｏｆ Ｃｌｏtｈｉｎｇ Ｓｃｉｅｎｃｅ, Ｅｄｕｃａtｉｏｎ Ｆａｃｕlり，Ｋｏｃｈｉ
ｕni・ｅｒｓｔり)
　Moniliales Dematium Hormodendrum sp., which causes　“Amagura"･or black stains
on textiles, was cultured in wheat bran for ａ week. Froml this were extracted. by 1％
NaCl solution and distilled water, Protease, Amylase　and Lipase. Experiments were
made on these to study their　enzymic activity,･which　was then　compared with that of
Aspergillus oryzae Ｒ. C. and niger.
　1). Protease
　Measurement by the Formol method of SφΓensen and 山ｅFolin method showed that the
enzymic power of Hormodendrum sｐ･，was somewhat superior to that of Aspergillus niger,
or about Vt that of Aspergillus oryzae. Optimum pH was on the alkaline side, with the
maximum activity appearing around pH 9.3.
　2). Amylase
　For Saccharogenic amylase, the Dinitrosalycylic acid method and the modified Somogyi
method were　employed. The　enzymic　power of Amagura fungi　was　about 2/9 that of
Aspergillus niger, and the optimum pH was on the acid side.. Dextrinogenic amylase,
by the method ofぺA'^ohlgemuth, showed　a the power of Aspergillus niger.
　3). Lipase
　The alkaline titration method of　べA^illstatter　showed　thatthere　was　little difference
between Aspergillus niger and Hormodendrum sp., both showing small numerical values.
　In sum, the enzymic　power of　Amagura fungi toward protein, starch and fat is not
markedly superior to that of Aspergillus oryzae or niger, and therefore it is inferred that
Amagura fungi will not greatly affect fiber.
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